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Resumen
Para diseñar un plan de micropropagación del nogal de Caracas 
(Juglans venezuelensis), se realizaron estudios de morfogénesis a 
partir de diferentes explantes en crecimiento en un plantel madre 
cultivados en medios con diferentes combinaciones de reguladores 
de crecimiento bajo condiciones de iluminación y oscuridad. A partir 
de segmentos nodales y apicales, se desarrollaron brotes aéreos 
con el uso de Tidiazuron (TDZ) en concentraciones de 0,3 mg/l, 1,2 
mg/l y 3 mg/l, y Benzil Amino Purina (BA) a una concentración entre 
0,2 y 1,5 mg/l. Así mismo, las microestacas con una yema lateral, 
cultivadas en medio complementado con Ácido Indol Butírico (IBA) 
[0,01 y 0,05 mg/l] + BA (1 mg/l) y TDZ (0,01 y 0,02 mg/l), también 
desarrollaron brotes aéreos, que luego se transfirieron a otro medio 
de cultivo para promover la emisión de raíces. Adicionalmente, a 
partir de explantes foliares en medio complementado con Kinetina 
(Kin) [1 mg/l] en combinación con Ácido Naftalenacético (ANA) [0,1 
mg/l], se desarrollaron embriones somáticos en estado globular 
y torpedo, así como estructuras radicales gruesas de coloración 
cremosa y numerosos pelos radicales. La eventual formación de 
nuevos brotes, seguida de una fase de enraizamiento y la conversión 
a plantas a partir de embriones, es un factor clave en un plan para la 

producción acelerada de plantas en programas de reforestación de 
esta importante especie.

Antecedentes

El nogal de Caracas (Juglans venezuelensis) es una especie 
endémica de una pequeña región ubicada en el Parque Nacional El 
Ávila con una población silvestre que no pasa de 100 individuos 
adultos (Ortiz & Salazar 2004). El lento crecimiento poblacional 
de la especie, debido al bajo porcentaje de germinación de sus 
semillas y a la destrucción de áreas forestales en la región, son 
las principales causas de la drástica reducción de sus poblaciones 

Morfogénesis in vitro de nogal de Caracas (Juglans 

venezuelensis), especie endémica de Venezuela En 
Peligro de extinción
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silvestres, por lo que en el Libro Rojo de 
la Flora Venezolana está clasificada “En 

Peligro Crítico” (Llamozas et al. 2003). 

A mediados del año 2006, se inició 
un proyecto de reforestación en 
las laderas descubiertas del parque 
nacional (Martínez et al. 2007). 
Sin embargo, las dificultades 
reproductivas requieren buscar 
alternativas que ayuden a aumentar 
el número de individuos para futuros 
planes de reforestación. En tal 
sentido, la técnica de cultivo in vitro, 
mediante la regeneración de plantas, 
se utiliza actualmente como un medio 
para lograr la amplificación rápida 
de individuos que se encuentren en 
poblaciones amenazadas (Toribio 
& Celestino 2000). Esta técnica 
ha demostrado ser una importante 
alternativa para la propagación de 
especies leñosas y ha sido probada 
en otras especies del género Juglans 
(Pijut 1997, Artioli 2003, Fatima et 
al. 2004). Este método presenta la 
ventaja de permitir la propagación 
masiva de plantas a partir de 
secciones muy pequeñas, en cualquier 
época del año y en corto tiempo. 
Por tal motivo, el objetivo de la 
investigación se concentró en estudiar 
la respuesta morfogénica in vitro de 
la especie nogal de Caracas (Juglans 
venezuelensis), a partir de diferentes 
explantes cultivados en diversos 
medios con miras a desarrollar un 
protocolo de micropropagación y así 
rescatar esta especie endémica de 
Venezuela.

Acción

Para el establecimiento de un 
plantel de individuos jóvenes de 
nogal de Caracas, se trasladaron 20 
plantas jóvenes desde el vivero del 

Centro Nacional de Conservación 
de los Recursos Fitogenéticos 
(CNCRF) al umbráculo del Centro 
de Investigaciones en Biotecnología 
Agrícola (CIBA), donde fueron 
trasplantadas en bolsas de polietileno 
(capacidad 5 kg) en tierra abonada con 
suministro de riego interdiario. Se les 
aplicó fungicida sistémico (Funlate 50 
mg/l) cada 3 semanas y fertilizante 
foliar 20-20-20 (2,5 g/l), además de 
efectuarse una poda parcial para la 
emisión de brotes nuevos.

Se probó cuatro tipos de explantes: 
a) segmentos de hojas con nervadura 
central y lateral, b) segmentos 
nodales, c) segmentos apicales y 
d) microestacas. Se tomaron hojas de 
color verde brillante con un tamaño de 
aproximadamente 3/4 de su expansión 
total, eliminándoles el pecíolo y 
lavándolas con agua jabonosa (jabón 
azul) para eliminar restos de tierra y 
polvo. Seguidamente, se colocaron en 
una solución de Funlate (2 g/l) durante 
15 min y fueron lavadas tres veces 
con agua destilada. Posteriormente, 
se colocaron bajo una campana de 
f lujo laminar en una solución de 
cloro comercial 2%, y se les agitó 
constantemente durante 10 minutos; 
para luego lavarlas tres veces con 
agua destilada estéril y así eliminar 
los restos de cloro. Finalmente, 
con la ayuda de un sacabocado se 
cortaron los segmentos foliares, 
los cuales se colocaron en solución 
de ácido ascórbico (50 mg/l) para 
evitar la producción de fenoles y 
posteriormente fueron pasados por 
etanol 70% durante 60 seg. En el caso 
de los ápices y los segmentos nodales, 
así como de las microestacas, se 
cortaron fragmentos de aproximados 
0,7 y 3 cm, respectivamente, variando 
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sólo el tiempo de exposición al cloro 
(5 min) y etanol (20 seg).

Como medio de cultivo se usaron 
las sales de MS (Murashige & 
Skoog 1962), complementadas 
con reguladores de crecimiento: 
6-Bencilaminopurina (BA) [0,05; 0,02; 
0,1; 0,11; 0,2; 0,23; 0,4; 0,5; 0,68; 0,9; 
1; 1,13; 1,5; 1,58; 2; 2,25; 3; 3,38; 4; 
4,51; 5,63; 8 y 12 mg/l], Thidiazuron 
(TDZ) [0,01; 0,02; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 
0,5; 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,5; 1,8; 2,4 y 3 
mg/l], Ácido Indol Butírico (AIB) 
[0,01; 0,05; 0,1 y 0,2 mg/l], Ácido 
Indol Acético (AIA) [1; 2 y 3 mg/l], 
Kinetina (KIN) [1 y 2 mg/l], Ácido 
Naftalenacético (ANA) [0,1; 0,2 ; 0,3; 
1 y 2 mg/l], Sulfato de Cobre (0,5 

mg/l), Picloran (10; 15 y 20 mg/l), 
Caseína hidrolizada (250 y 1000 
mg/l), 2,4-Ácido Diclorafenoxiacético 
(2,4-D) [0,5; 1 y 1,5 mg/l] solos o en 
combinación. Así mismo, se usaron 
las sales de B5, y Caseína (500 mg/l) 
complementadas con 2,4-D (1; 2,5; 3,5 
y 10 mg/l) + KIN (0,2 mg/l) [Gamborg 
et al. 1968]. En todos los casos el pH 
fue ajustado a 5,8 ± 2 y solidificado 
con Phytagel (3 g/l), probándose 
las condiciones de luminosidad y 
oscuridad.

Se realizaron subcultivos mensuales 
en medios de cultivo para inducir 
embriogénesis y/o organogénesis. 
Para la inducción de embriones 

Figuras 1-4. Respuesta morfogénica in vitro del nogal de Caracas en medio MS. 1) Embrión somático obtenido 
a partir de segmentos foliares con 1mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA. 2) Brotes obtenidos a partir de segmentos apicales 
con 0,23 mg/l BA. 3) Brotes obtenidos a partir de microestacas en medio con 0,05 mg/l AIB + 1 mg/l BA. 4) 
Estructuras radicales a partir de explantes foliares con 2 mg/l KIN + 0,2 mg/l ANA.
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somáticos, los callos obtenidos 
fueron disgregados y colocados en 
medio MS, Caseína hidrolizada (1g/l) 
complementado con 2,4-D (1 mg/l) 
+ BA (0,2 mg/l); BA (0,9 mg/l) + 
ANA (0,3 mg/l); y BA solo (1,5 mg/l). 
Posteriormente, fueron transferidos a 
un medio de desarrollo de embriones, 
el cual contenía las sales de MS 
con Caseína hidrolizada (250 mg/l) 
complementadas con los reguladores 
de crecimiento ANA (0,1 mg/l) y BA 
(0,05 mg/l). Por otra parte, para la 
inducción de raíces, los brotes aéreos 
fueron transferidos a un medio con las 
sales de MS y Sulfato de Cobre (0,5 
mg/l) complementado con Picloran 
(10; 15 y 20 mg/l), con KIN (1 y 2 
mg/l) + ANA (0,1 y 0,2 mg/l), KIN 
(1 y 2 mg/l) + AIB (0,1 y 0,2 mg/l) y 
AIB solo (4 y 8 mg/l).

Consecuencias

Con el uso de segmentos de hoja en 
medio complementado con Kin (1 
mg/l), en combinación con ANA (0,1 
mg/l), se desarrollaron embriones 
somáticos a partir de callo en estado 
globular y torpedo (Fig. 1). Al ser 
transferidos a un medio de desarrollo 
de embriones para inducir su 
crecimiento, los embriones adoptaron 
una coloración marrón con aspecto 
oxidado para luego tornar a una 
coloración crema con presencia de 
callo secundario en la porción apical. 
Hoy en día los callos continúan su 
desarrollo con un aumento en la masa 
del callo, sin la presencia aparente de 
embriones somáticos.

A través de organogénesis se obtuvo 
brotes aéreos y raíces. Los brotes 
aéreos se desarrollaron a partir de 
segmentos nodales y apicales, siendo 
el regulador TDZ el que presentó los 

mejores resultados en concentraciones 
de 0,3 mg/l, 1,2 mg/l y 3 mg/l, 
y con menor eficiencia el BA, a 
concentraciones entre de 0,23 y 1,5 
mg/l (Fig. 2). Estos brotes fueron 
transferidos a otro medio de cultivo 
con el fin de promover la emisión 
de raíces. También se obtuvo brotes 
aéreos a partir de microestacas en 
medio MS complementado con IBA 
(0,01 y 0,05 mg/l) + BA (1 mg/l); 
y TDZ (0,01 y 0,02 mg/l) [Fig. 3]. 
Se observó estructuras radicales 
gruesas de coloración cremosa y 
numerosos pelos radicales a partir 
de explantes foliares cultivados en 
MS complementado con Kinetina 
(1 mg/l) en combinación con Ácido 
Naftalenacético (0,1 mg/l) [Fig. 4]. 
En algunos callos disgregados, se 
observó la presencia de una sola raíz, 
ligeramente globosa y de coloración 
más oscura.

En relación a la organogénesis, 
faltaría por establecer un protocolo 
que permita promover un mayor 
número de brotes seguido de una fase 
de enraizamiento, para así obtener la 
plántula completa. Por otra parte, la 
obtención de embriones somáticos en 
estado globular y torpedo constituye 
una de las etapas de desarrollo inicial 
en el crecimiento de la planta. Hasta 
ahora, el crecimiento de los embriones 
se encuentra detenido. Sin embargo, 
se continúa con la prueba de otros 
medios de cultivo para promover 
su desarrollo, sobre la base de 
protocolos utilizados exitosamente 
en otros cultivos leñosos tropicales, 
especialmente del género Juglans 
(Michelangeli et al. 2002, Rahman et 
al. 2003, Fatima et al. 2005, Feitosa 
et al. 2007, Ríos et al. 2007). La 
eventual formación de nuevos brotes 
seguida de una fase de enraizamiento 
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y la conversión a plantas a partir de 
los embriones somáticos, es un factor 
clave en un plan para la producción 
acelerada de plantas en programas 
de reforestación de esta importante 
especie.

Las numerosas fallas eléctricas en 
las cámaras de crecimiento afectaron 
las condiciones ambientales donde se 
encontraban los diferentes ensayos, 
con presencia de alta humedad 
relativa y altas temperaturas, lo que 
ocasionó la formación de gotas de 
agua dentro de la superficie de las 
cápsulas de vidrio (cápsulas de Petri). 
Evidentemente esto afectó mucho 
las condiciones de crecimiento de 
explantes, así como de callos, brotes y 
embriones obtenidos hasta ahora.
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